การเจริญและการแสดงออกของยีนที่สัมพันธ์กับพีเอชเอของสไปรูไลนา พลาเทนซิสที่เลี้ยงในอาหารเลี้ยงที่ขาดไนเทรตและอาหารเลี้ยงที่เสริมแอซิเทต by ดวงศรี, ฉันท์ชนก & รักษาจิตร์, วุฒินันท์
วารสารหน่วยวจิยัวทิยาศาสตร ์เทคโนโลย ีและสิง่แวดลอ้มเพื่อการเรยีนรู ้ปีที ่8 ฉบบัที ่2 (2560) 
 
227 
การเจริญและการแสดงออกของยีนท่ีสมัพนัธก์บัพีเอชเอของ 
สไปรไูลนา พลาเทนซิสท่ีเลีย้งในอาหารเลีย้งท่ีขาดไนเทรต 
และอาหารเลีย้งท่ีเสริมแอซิเทต 
 
ฉันท์ชนก ดวงศรี และวฒิุนันท์ รกัษาจิตร*์ 
 
สาขาวชิาเทคโนโลยสีขุภาพสตัว ์คณะเทคนิคการสตัวแพทย ์
มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร ์กรุงเทพฯ 10900 
*E-mail: cvtwnr@ku.ac.th 
 
รบับทความ: 9 พฤษภาคม 2560  ยอมรบัตีพิมพ:์ 22 กนัยายน 2560 
 
บทคดัยอ่ 
พอลไิฮดรอกซอีลัคาโนเอต (พเีอชเอ) เป็นพอลเิอสเทอร์แบบเสน้ตรงซึ่งสามารถผลติและ
สะสมได้โดยสไปรูไลนา พลาเทนซสิ พเีอชเอเป็นพอลเิมอร์ที่สามารถย่อยสลายไดท้างชวีภาพ ถูก
สงัเคราะหข์ึน้จากเอนไซม ์PHA synthase ซึง่เป็นเอนไซมท์ีถู่กแปลรหสัจากยนี phaC พเีอชเอทีผ่ลติ
ขึ้นจากสไปรูไลนา พลาเทนซิส เป็นพอลิเมอร์ที่สามารถเข้ากันได้กับเซลล์และเน้ือเยื่อสตัว์ ใน
การศกึษาครัง้น้ีมวีตัถุประสงคเ์พื่อศกึษาผลของการขาดไนเทรตและการเตมิแอซเิทตต่อการเจรญิและ
การแสดงออกของยนี phaC ของสไปรูไลนา พลาเทนซสิ ผลการวจิยัพบว่า การเลีย้งเซลลใ์นอาหาร
เลีย้งทีข่าดไนเทรตสง่ผลใหก้ารเจรญิของสไปรไูลนา พลาเทนซสิลดลง มกีารเปลีย่น แปลงสขีองเซลล์
จากสเีขยีวเป็นสเีหลอืงในช่วงระยะเวลา 3 วนั การเตมิแอซเิทต 0.25 – 0.50%(w/v) ลงในอาหารเลีย้ง
ที่ขาดไนเทรตมสี่วนช่วยบรรเทาผลกระทบต่อการเจรญิเติบโตของสไปรูไลนา พลาเทนซสิ จากผล
ของ RT-PCR แสดงให้เหน็ว่าอาหารเลี้ยงทีข่าดไนเทรตและมกีารเติมแอซเิทต 0.50%(w/v) เหน่ียวนํา
การแสดงออกของยนี phaC สงูทีส่ดุ (p < 0.05) ทีเ่วลา 6 ชัว่โมงของการปรบัตวั 
คาํสาํคญั: พอลไิฮดรอกซอีลัคาโนเอต  สไปรไูลนา พลาเทนซสิ  ยนี phaC  ไนเทรต  แอซเิทต 
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Abstract 
Polyhydroxyalkanoates (PHAs) are linear polyhydroxyesters that can be produced and 
accumulated by Spirulina platensis. The PHAs are biodegradable polymer generated by PHA 
synthase which is encoded by phaC. PHAs generated from S. platensis are biocompatible 
polymers with animal cells and tissues. In the present study, the influences of nitrate 
deprivation and acetate supplementation on growth and expression of the phaC gene of S. 
platensis were investigated. In the absence of nitrate, S. platensis growth was reduced. The 
cells changed from green to yellow within 3 days. The addition of 0.25 – 0.50% (w/v) acetate 
to cultures could alleviate the effects of nitrate deprivation on growth of S. platensis. RT-PCR 
clearly showed that nitrate-deprived culture containing 0.50% (w/v) acetate induces the 
expression of this phaC gene (p < 0.05) at 6-hour adaptation. 
Keywords: Polyhydroxyalkanoates, Spirulina platensis, phaC gene, Nitrate, Acetate 
 
บทนํา 
 พลาสติกชวีภาพ (bioplastic) เป็นสาร 
ประกอบอนิทรยีท์ีผ่ลติขึน้จากวสัดุธรรมชาต ิเช่น 
พชื สาหร่าย ไซยาโนแบคทเีรยี ซึง่สามารถย่อย
สลายได ้(biodegradable) ดว้ยจุลนิทรยี ์ปฏกิริยิา
เคมหีรอืความรอ้น และใหผ้ลผลติสุดทา้ยคอื น้ํา
และแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์จงึไม่สะสมและไม่
ก่อใหเ้กดิมลพษิหลงัการเผา รวมถงึไม่ส่งผลกระ-
ทบต่อสิง่แวดลอ้ม พลาสตกิชวีภาพมรีะยะเวลาใน
การย่อยสลายประมาณ 14 – 280 วนั ขึน้อยู่กบั
ชนิดของพลาสตกิชวีภาพ (Emadian et al., 2017) 
ตวัอย่างชนิดของพลาสตกิชวีภาพ เช่น พอลแิลกตกิ 
แอซดิ (polylactic acid) พอลไิฮดรอกซอีลัคาโนเอต 
(polyhydroxyalkanoates) (Drosg et al., 2015) 
ดว้ยคุณภาพของพลาสตกิชวีภาพทีม่คีวามยดืหยุ่น
และมคุีณสมบตัเิขา้กนัทางชวีภาพกบัเซลลส์ตัว ์
(biocompatibility) (López et al., 2015) ในปัจจุบนั
จงึมกีารประยุกต์ใชพ้ลาสติกชวีภาพในการผลติ
วารสารหน่วยวจิยัวทิยาศาสตร ์เทคโนโลย ีและสิง่แวดลอ้มเพื่อการเรยีนรู ้ปีที ่8 ฉบบัที ่2 (2560) 
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อุปกรณ์ทางการพยาบาลสตัว ์เช่น การผลติไหม
เทยีม อุปกรณ์ในการศลัยกรรมกระดกู กระดกูเทยีม 
วสัดุคํ้าจุน อุปกรณ์นําสง่ยา (Duangsri and Rak-
sajit, 2016) 
 พอลไิฮดรอกซอีลัคาโนเอต (polyhydroxy 
alkanoates, PHAs, พเีอชเอ) เป็นพอลเิอสเทอรข์อง 
ไฮดรอกซีอัลคาโนเอต มีคุณสมบัติคล้ายกับ
พลาสตกิทีไ่ดจ้ากปิโตรเลยีม มจีุดหลอมเหลวตํ่า
และมคีวามยดืหยุ่นสงู (Wang et al., 2014) พเีอชเอ
สงัเคราะห์และสะสมภายในเซลล์ของไซยาโน
แบคทเีรยี (Mendhulkar and Shetye, 2017; Drosg 
et al., 2015) ภายใต้สภาวะทีข่าดแหล่งอาหาร เช่น 
แหล่งไนโตรเจน ฟอสฟอรสั หรอืสภาวะทีม่แีหล่ง
อาหารคาร์บอนมากเกนิพอ (Nishioka et al., 2001) 
การสงัเคราะหพ์เีอชเอในไซยาโนแบคทเีรยีควบคุม
ดว้ยการทาํงานของกลุ่มยนี pha ซึง่ประกอบดว้ย
ยนี phaA ซึง่แปลรหสัเป็น เอนไซม ์β-ketothio-
lase กระตุ้นการเปลี่ยน acetyl-CoA ที่มากพอ
จาํนวน 2 โมเลกุลไปเป็น acetoacetyl-CoA จาํนวน 
1 โมเลกุล จากนัน้ acetoacetyl-CoA จะเปลี่ยน 
แปลงไปเป็น 3-hydroxybutyl-CoA โดยการทํา- 
งานของเอนไซม์ acetoacetyl-CoA reductase ซึ่ง
แปลรหสัจากยนี phaB และขัน้ตอนสุดทา้ย 3-hydro 
xybutyl-CoA จะเปลีย่นแปลงไปเป็นพเีอชเอ โดย
การทํางานของเอนไซม ์PHA synthase ซึง่แปล
รหสัจากยนี phaC (Keshavarz and Roy, 2010; 
Duangsri and Raksajit, 2016) 
 สไปรไูลนา พลาเทนซสิ (Spirulina pla-
tensis) เป็นไซยาโนแบคทเีรยีที่เจรญิในสภาวะ
เบส (pH 8.5 – 11) โครงสรา้งภายในเซลลป์ระกอบ 
ดว้ยไทรโคม (trichome) หลายอนัเรยีงตดิต่อกนั 
เซลล์มีรูปร่างเป็นเกลียวเวียนซ้าย ภายในบรรจุ
โปรตนีไฟโคบลินิ (phycobilins) ทีม่สีฟ้ีา คลอโร-
ฟิลล ์เอ แคโรทนีอยด ์และแซนโทฟิลล ์(Sharma 
et al., 2014) นอกจากน้ีชวีมวล (biomass) ของ 
สไปรูไลนา พลาเทนซสิยงัเป็นแหล่งสารอาหาร 
อาท ิวติามนิ แร่ธาตุ โปรตนี คารโ์บไฮเดรต และ
ลพิดิ และมคุีณสมบตัิทางเภสชัวทิยาทีป่ระกอบ 
ดว้ยสารออกฤทธิท์ีม่คุีณสมบตัปิรบัภูมติ้านทาน 
(immunomodulatory) ออกฤทธิต์้านอกัเสบ (anti-
inflammation) ต้านมะเร็ง (anti-cancer) และต้าน
การสรา้งหลอดเลอืดใหม่ (anti-angiogenic) สไปร-ู
ไลน่า พลาเทนซสิเป็นไซยาโนแบคทเีรยีทีส่ามารถ
สงัเคราะห์และสะสมพีเอชเอได้ อีกทัง้ไม่ผลติสาร
กลุ่ม microcystin หรอื cyanobacterin ซึง่มคีวาม
เป็นพษิสงูต่อสิง่มชีวีติ จากขอ้มูลวจิยัในปัจจุบนั
การคดัเลอืกจุลนิทรยี์ที่เพาะเลี้ยงง่าย เจรญิเรว็ 
และมคีวามสามารถในการผลติพลาสตกิชวีภาพ
ไดจ้งึเป็นอกีหน่ึงทางเลอืกทีน่่าสนใจทีจ่ะนํามาใช้
เป็นต้นแบบในการผลติพเีอชเอในระดบัอุตสาห-
กรรมต่อไป ดงันัน้งานวจิยัน้ีจงึมุ่งหมายที่ศกึษา
สภาวะทีเ่หมาะสมต่อการผลติพเีอชเอ (PHAs) ของ 
สไปรูไลนา พลาเทนซสิ โดยตดิตามการเจรญิของ
เซลลแ์ละการแสดงออกของยนี phaC ภายใตส้ภาวะ
ทีอ่าหารเลีย้งปกต ิอาหารเลีย้งทีข่าดไนเทรต และ
อาหารเลี้ยงที่ขาดไนเทรตและเติมแอซิเทตที่มี
ความเขม้ขน้ 0.25%(w/v) 0.5%(w/v) และ 0.75% 
(w/v) 
 
วิธีดาํเนินการวิจยั 
 การเพาะเลี้ยงสไปรไูลนา พลาเทนซสิ 
 เพาะเลีย้งเซลลใ์นอาหารเหลว Zarrrouk 
(pH 9.0) (Zarrouk, 1966) ปรมิาตร 250 mL ใน
ขวดรูปชมพู่ขนาด 500 mL ภายใต้แสงทีม่คีวาม
เขม้ 40 µmolE/m2/s และเขย่าตลอดเวลาดว้ยความ 
เร็วรอบ 120 rpm ที่อุณหภูมิ 32oC และวดัการ
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เจรญิของเซลลท์ีค่วามยาวคลื่น 730 nm ดว้ยเครื่อง
สเปกโทรโฟโตมเิตอร ์รุ่น Genesys 20 ยีห่อ้ Ther-
mo Scientific 
 การศกึษาสภาวะการเพาะเลี้ยงสไปรไูลนา
ต่อการสะสมพเีอชเอ 
 นําเซลลท์ีเ่พาะเลีย้งในอาหารเหลว Zar-
rouk (pH 9.0) เป็นเวลา 7 วนั (OD~1.0) ไปเพาะ 
เลี้ยงในอาหาร Zarrouk (pH9.0) ที่ขาดไนเทรต 
(ZNo) และอาหารเลีย้ง ZNo ทีม่กีารเตมิแอซเิทต 
(ZNoA) ทีค่วามเขม้ขน้ 0.25%(w/v)  0.5%(w/v) 
และ 0.75%(w/v) และเพาะเลีย้งเซลลต่์อเน่ืองเป็น
ระยะเวลา 5 วนั จากนัน้เกบ็เซลลท์ีเ่พาะเลีย้งเป็น
เวลา 0, 3 และ 5 วนั เพื่อนํามาวเิคราะหก์ารสะสม
พเีอชเอ 
 การวดัปรมิาณคลอโรฟิลล ์เอ 
 นําเซลลม์าเตมิ 90%(v/v) เมทานอล อตัรา 
ส่วน 1:9 โดยปริมาตรและบ่มในที่ไม่มแีสงเป็น
เวลา 24 ชัว่โมง จากนัน้นําส่วนใสมาวดัค่าการดูด 
กลืนแสงที่ความยาวคลื่น 665 nm ด้วยเครื่อง
สเปกโทรโฟโตมเิตอร ์รุ่น Genesys 20 ยีห่อ้Thermo 
Scientific และคํานวณหาปรมิาณคลอโรฟิลล ์เอ 
ในหน่วยไมโครกรมัต่อมลิลลิติร (µg/mL) จากการ
นําค่าการดูดกลืนแสงคูณด้วย 12.7 (Meeks and 
Castenholz, 1971) 
 เทคนิค Polymerase chain reaction (PCR) 
 PCR mixture ประกอบด้วย 1× buffer 
ปรมิาตร 2 µL 2mM MgCl2 ปรมิาตร 0.8 µL 0.2 
mM dNTPs ปรมิาตร 0.4 µL 0.1 µM F-primer 
ปรมิาตร 0.2 µL 0.1 µM R-primer ปรมิาตร 0.2 µL 
Taq DNA polymerase (5 U/µL) ปรมิาตร 0.4 µL 
ส่วนใสที่สกัดได้ปริมาตร 2 µL และน้ํา Milli Q 
บรสิุทธิป์รมิาตร 14 µL ผสมกนัใหไ้ดป้รมิาตรสทุธิ
เป็น 20 µL สภาวะในการทาํ PCR ประกอบดว้ย 
pre-denaturation อุณหภูม ิ94oC 10 นาท ีจํานวน 
1 รอบ denaturation อุณหภูม ิ94oC 45 s anneal- 
ing อุณหภูมิ  53 – 56oC 30  s และextension 
อุณหภูม ิ72oC 45 s จํานวน 33 รอบ และpost-
extension อุณหภูม ิ72oC 10 นาท ีจํานวน 1 รอบ 
จากนัน้ตรวจสอบผลติภณัฑ ์PCR ดว้ย 1.0%(w/v) 
อะกาโรสเจลอเิลก็โทรโฟรซิสิ สยีอ้ม SYBR safe 
และ 0.5%(w/v) TAE buffer 
 การสกดัดเีอน็เอจากสไปรูไลนา พลา-
เทนซสิ 
 นําเซลลป์รมิาตร 500 µL มาปัน่เหวีย่งที่
ความเรว็ 8000×g เป็นเวลา 5 นาท ีจากนัน้นํา
เซลล์มาล้างด้วย TE buffer (pH 8.0) ปริมาตร 
200 µL และเกบ็เซลลม์าเตมิ dimethyl sulfoxide 
(DMSO) ปรมิาตร 20 µL ผสมใหเ้ขา้กนั และเติม 
TE buffer (pH 8.0) ปริมาตร 90 µL นํามาปัน่
เหวีย่งทีค่วามเรว็ 18000×g เป็นเวลา 5 นาท ีนํา
สว่นใสดา้นบนทีม่ดีเีอน็เอมาใชใ้นการทาํ PCR 
 การสกดัอารเ์อน็เอจากสไปรูไลนา พลา-
เทนซสิ 
 นําเซลล์ปรมิาตร 2 µL มาปัน่เหวีย่งที่
ความเรว็ 8000×g เป็นเวลา 2 นาท ีจากนัน้ลา้ง
เซลลด์ว้ยน้ํา Milli Q บรสิทุธิ ์เตมิ Trizol reagent 
ปรมิาตร 100 µL และคลอโรฟอรม์ ปรมิาตร 200 
µL และปัน่เหวีย่งทีค่วามเรว็ 5000×g เป็นเวลา 
15 นาท ีเกบ็สว่นใสมาเตมิไอโซโพรพานอล 200 
µL และปัน่เหวีย่งทีค่วามเรว็ 10000×g เป็นเวลา 
15 นาท ีจากนัน้นําตะกอนอาร์เอน็เอมาเตมิ 75% 
(v/v) เอทานอลเยน็ปรมิาตร 500 µL ปัน่เหวีย่งที่
ความเรว็ 10000×g เป็นเวลา 5 นาท ีทาํใหแ้หง้และ
ละลายอารเ์อน็เอดว้ยน้ํา Milli Q บรสิทุธิ ์ปรมิาตร 
20 µL 
 การทาํใหอ้ารเ์อน็เอบรสิทุธิ ์
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 นําอารเ์อน็เอปรมิาตร 20 µL เตมิ Rnase- 
free Dnase 10×Reaction buffer ปรมิาตร 5 µL 
และเติม Rnase-free Dnase (2 unit/µg) ปรมิาตร 
2 µL จากนัน้บ่มที่อุณหภูมิ 37oC เป็นเวลา 30 
นาท ีและเตมิ Dnase stop solution ปรมิาตร 1 µL 
และบ่มทีอุ่ณหภูม ิ65oC เป็นเวลา 10 นาท ีจากนัน้
สกดัอารเ์อน็เอดว้ยคลอโรฟอรม์ ไอโซโพรพานอล 
และ 75%(v/v) เอทานอลเยน็ ตามลําดบั สุดทา้ย
ละลายอารเ์อน็เอดว้ยน้ํา Milli Q บรสิทุธิ ์20 µL 
 การสงัเคราะห ์cDNA 
 นําอารเ์อน็เอ 50 ng ปรบัปรมิาตรดว้ย
น้ํา Milli Q บรสิทุธิใ์หป้รมิาตรสดุทา้ยเป็น 11 µL 
หลงัจากนัน้เติมไพรเมอร์จําเพาะ (F-primer) 1 
µL (ตาราง 1) บ่มที่อุณหภูม ิ65oC เป็นเวลา 5 
นาท ีโดยใชเ้ครือ่ง Thermocycler รุ่น Geneamp 
pcr system 9700 ยีห่อ้ Applied biosystems และ
เตมิ 5×Reaction Buffer ปรมิาตร 4 µL RiboLock 
RNase Inhibitor (20 unit/µg) ปรมิาตร 1 µL 10 mM 
dNTP ปรมิาตร 2 µL และเตมิ RevertAid Reverse 
Transcriptase (20 unit/µg) ปรมิาตร 1 µL ปร-ิ
มาตรสุทธเิป็น 20 µL และทําการบ่มทีอุ่ณหภูม ิ
25oC เป็นเวลา 5 นาท ีบ่มทีอุ่ณหภูม ิ42oC เป็น
เวลา 60 นาที และสุดท้ายบ่มที่อุณหภูมิ 72oC 
เป็นเวลา 5 นาท ีโดยใชเ้ครื่อง Thermo cycler รุ่น 
Geneamp pcr system 9700 ยี่ห้อ Applied bio-
systems 
 
ตาราง 1 ไพรเมอรท์ีจ่าํเพาะต่อยนีทีม่คีวามสมัพนัธก์บัพเีอชเอ 
ยนี ลาํดบัไพรเมอร ์
ขนาดของผลติภณัฑ ์
(bp) 
pha C F-primer 5′-CTTTTTCGGCGTAGAGGTTG-3′ 340 
R-primer 3′-CCCGAAGCCGTAGATATTGA-5′ 
16s rDNA F-primer 5′-GTTTACGGGATTGGCTCAGA-3′ 284 
R-primer 3′-TCTTGGTGAAAGCCGAGAGT-5′ 
 
 เทคนิค Reverse transcription polymerase 
chain reaction (RT-PCR) 
 PCR mixture ประกอบด้วย 1×buffer 
ปรมิาตร 2 µL 2mM MgCl2 ปรมิาตร 0.8 µL 0.2 
mM dNTPs ปรมิาตร 0.4 µL 0.1 µM F-primer 
ปรมิาตร 0.2 µL 0.1 µM R-primer ปรมิาตร 0.2 
µL Taq DNA polymerase (5 U/µL) ปรมิาตร 0.4 
µL ส่วนใสทีส่กดัไดป้รมิาตร 2 µL และน้ํา Milli Q 
บรสิทุธิป์รมิาตร 14 µL ผสมกนัใหไ้ดป้รมิาตรสุทธิ
เป็น 20 µL สภาวะในการตรวจสอบการแสดงออก
ของยีน phaC ประกอบด้วย pre-denaturation 
อุณหภูม ิ94oC 10 นาท ีจาํนวน 1 รอบ denatura-
tion อุณหภูม ิ94oC 45 s annealing อุณหภูม ิ53  –  
56oC 30 s และ extension อุณหภูมิ 72oC 45 s 
จํานวน 33 รอบ และpost-extension อุณหภูม ิ72oC 
10 นาท ีจาํนวน 1 รอบ สาํหรบัการตรวจสอบยนี
ควบคุม (16s rDNA) ใชส้ภาวะเดยีวกนั แต่จาํนวน
รอบใชเ้พยีง 25 รอบ จากนัน้ตรวจสอบผลิตภัณฑ์ 
PCR ดว้ย 1.0%(w/v) อะกาโรสเจลอเิลก็โทรโฟรซิสิ 
สยีอ้ม SYBR safe และ 0.5% (w/v) TAE buffer 
 การวเิคราะหข์อ้มลูทางสถติ ิ
 เปรยีบเทยีบผลการเจรญิและการแสดง 
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ออกของยนี phaC โดยทําการทดลองซํ้า 3 ครัง้ 
(n = 3) คาํนวณค่าเฉลีย่ ส่วนเบีย่งเบนมาตรฐาน 
และวเิคราะหค์วามแปรปรวน (ANOVA) ทีร่ะดบั
ความเชื่อมัน่ 95% (p = 0.05) 
 
ผลการวิจยัและอภิปรายผล 
 การเจรญิเตบิโตและการสะสมคลอโร-
ฟิลล ์เอ ของสไปรไูลนา พลาเทนซสิ 
 ผลการทดลอง พบว่า เซลล์ที่เลี้ยงใน
อาหารเลี้ยง Zarrouk ที่มีไนเทรตเป็นแหล่งไน-
โตรเจน มอีตัราการเจรญิสงูขึน้อย่างต่อเน่ืองในช่วง 
1 – 15 วนัซึง่สงัเกตไดจ้ากค่า OD730 ทีม่ค่ีาสงูขึน้ 
หลงัจาก 15 วนั เซลลม์อีตัราการเจรญิชา้ลง คงที่
และลดลงตามลําดบั อย่างไรกต็ามเซลล์ที่เลี้ยง
ในอาหารเลี้ยง Zarrouk ที่ขาดไนเทรต (ZNo) มี
อตัราการเจริญช้ากว่าเซลล์ที่เลี้ยงในอาหาร Zar-
rouk ทีม่ไีนเทรต ในช่วง 1 – 15 วนั แสดงใหเ้หน็
ว่า ไนเทรตมคีวามจําเป็นต่อการเจรญิของสไป-
รูไลนา พลาเทนซสิ เน่ืองจากไนเทรตเป็นแหล่ง
อาหารไนโตรเจนทีส่ําคญัในการเจรญิของเซลล์ 
โดยเป็นองคป์ระกอบของกรดอะมโินและนิวคล-ี
โอไทด์ ดงันัน้ในสภาวะที่ขาดไนเทรตจะส่งผล
กระทบต่อการสงัเคราะหนิ์วคลโีอไทด ์อกีทัง้เมื่อ
ขาดไนโตรเจนเป็นระยะเวลานาน ๆ เซลลจ์ะย่อย 
สลายกรดอะมโินเพื่อใชเ้ป็นแหล่งไนโตรเจนทด- 
แทนไนเทรตในการดํารงชวีติ จงึทําใหส้ไปรูไลนา 
พลาเทนซสิมกีารเจรญิลดลงในสภาวะทีข่าดไน-
เทรต (ภาพที่ 1ก) ซึ่งสอดคล้องกบัรายงานของ 
Jau et al. (2005) แ ล ะKhetkorn et al. (2016) 
หลงัจากทีเ่กบ็เซลลท์ีม่อีายุ 7 วนั (ค่า OD730~1) 
(ภาพที ่1ข) มาเลีย้งในสภาวะทีอ่าหารเลีย้งขาด
ไนเทรตและสภาวะที่อาหารเลี้ยงขาดไนเทรต
และเตมิแอซเิทต (ZNOA) พบว่า การเตมิแอซเิทต 
ลงไปในอาหารเลีย้ง Zarrouk ทีข่าดไนเทรต (ZNoA) 
มสี่วนช่วยสนับสนุนการเจรญิของเซลล ์โดยเมื่อ
เตมิแอซเิทตทีม่คีวามเขม้ขน้ 0.25%(w/v) 0.5%
 
  
(ก) (ข) 
ภาพท่ี 1 การเจรญิของสไปรูไลนา พลาเทนซสิ (ก) เซลลท์ีเ่พาะเลีย้งเป็นระยะเวลา 15 วนั ในอาหาร
เลีย้ง Zarrouk [] และอาหารเลีย้ง Zarrouk ทีข่าดไนเทรต (ZNo) [] (n=3) (ข) เซลลส์ไปรไูลนา 
พลาเทนซสิซึง่มอีายุ 7 วนั (OD~1.0) เพาะเลีย้งต่อในอาหารเหลวชนิดต่าง ๆ เป็นระยะเวลา 5 
วนั ไดแ้ก่ อาหารเลีย้ง Zarrouk [] อาหารเลีย้ง Zarrouk ทีข่าดไนเทรต (ZNo) [] อาหารเลีย้ง 
ZNo ทีเ่ตมิแอซเิทตความเขม้ขน้ 0.25%(w/v) [] 0.5%(w/v) [] และ 0.75%(w/v) [] (n=3) 
วารสารหน่วยวจิยัวทิยาศาสตร ์เทคโนโลย ีและสิง่แวดลอ้มเพื่อการเรยีนรู ้ปีที ่8 ฉบบัที ่2 (2560) 
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(w/v) และ0.75%(w/v) ลงในอาหารเลี้ยง Zarrouk 
ทีข่าดไนเทรต เซลลจ์ะเจรญิดกีว่าในสภาวะทีข่าด
ไนเทรต (ZNo) โดยการเจริญของเซลล์เพิ่มขึ้น
ในช่วง 1 – 5 วนั และเริม่คงทีห่ลงัจาก 5 วนั แต่
การเจรญิยงัไม่ดเีท่ากบัเซลลท์ีเ่ลีย้งในอาหารเลีย้ง 
Zarrouk ทีเ่ตมิไนเทรต การเพิม่ความเขม้ขน้ของ
แอซเิทตลงในอาหารเลีย้ง ZNo ไม่มผีลกระตุ้นการ
เจรญิของเซลลใ์นช่วง 3 วนัแรก มรีายงานว่า ไซ-
ยาโนแบคทีเรียสามารถสงัเคราะห์ acetyl-CoA 
จากแอซิเทต ได้ด้วยเอนไซม์ acetyl-CoA syn-
thetase หรอือาจสงัเคราะหจ์ากเอนไซม ์acetate 
kinase และ phosphotransacetylase (Summers 
et al., 1999) ซึง่acetyl-CoA สามารถใชเ้ป็นสว่น 
ประกอบในการสงัเคราะหพ์อลเิพปไทดจ์ากสาร
ตัวกลาง α-ketoglutarate และ acetyl-CoA ซึ่ง
เป็นสารตัง้ต้นสําหรบัการสงัเคราะหล์ิพดิ (lipid 
biosynthesis) นอกจากน้ีพบว่า acetyl-CoA ทํา
หน้าที่เป็นสารตัง้ต้นในการสงัเคราะห์สารทุติย-
ภูม ิเช่น terpenoids flavonoids polyketides ใน
ไซยาโนแบคทเีรยีด้วย (Ihlenfeldt and Gibson, 
1977) 
 ผลของการเจรญิสอดคล้องกบัปรมิาณ
คลอโรฟิลล์ เอ ในสไปรูไลนา พลาเทนซสิ โดย
พบว่า เซลล์ที่เลี้ยงอาหาร Zarrouk ที่มไีนเทรต 
มกีารเพิม่ปรมิาณคลอโรฟิลลเ์อในช่วง 5 วนัแรก 
(ภาพที ่2ก) ซึง่เซลลม์สีน้ํีาเงนิ-เขยีวปกต ิขณะที่
เซลล์ที่เลี้ยงอาหารที่ขาดไนเทรต เซลล์จะมีสี
เหลอืง-เขยีว (ตาราง 2) เน่ืองจากการลดลงของ
คลอโรฟิลล ์เอ โดยเฉพาะในวนัที ่5 ปรมิาณคลอ-
โรฟิลล ์เอ ลดลงอย่างมนียัสาํคญั (p < 0.05) เมื่อ
เทียบกับวันที่ 0 (ภาพที่ 2ข) เน่ืองจากไนเทรต
เป็นแหล่งอาหารไนโตรเจนและเป็นแหล่งอาหาร
สาํคญัต่อการสงัเคราะหค์ลอโรฟิลล ์เอ ดงันัน้เมื่อ
ขาดไนเทรตจงึสง่ผลต่อสงัเคราะหค์ลอโรฟิลล ์เอ
ลดลง ทาํใหส้ขีองเซลลท์ีเ่ปลีย่นจากน้ําเงนิ-เขยีว
เป็นสเีหลอืง-เขยีว เรยีกว่า เกดิสภาวะ chlorosis 
เน่ืองจากเซลลจ์ําเป็นต้องย่อยสลายพอลเิพปไทด์
และกรดอะมโินเพื่อใช้เป็นแหล่งอาหารทดแทน
ในการปรบัตวัใหเ้ขา้กบัสภาวะเครยีด อกีทัง้การ
ขาดไนเทรตทําให้เกิดการสลายตัวของ phyco 
biliprotein ซึ่งมีสีฟ้าอมเขียว ทําให้สีของเซลล์
เปลี่ยนแปลงเป็นสเีหลอืง-เขยีวเช่นกนั ซึ่งสอด- 
คลอ้งกบัรายงานของ Jau et al. (2005) และ Khet-
korn et al. (2016) การเติมแอซเิทต (0.25 – 0.5% 
(w/v)) ลงในอาหารเลีย้งไดม้สี่วนช่วยเพิม่ปรมิาณ 
คลอโรฟิลล ์เอ ในวนัที ่1 ของการเลีย้งอย่างมนียั 
สาํคญั (p < 0.05) (ภาพที ่2ค และ 2ง) อย่างไรก็
ตามการเติมแอซเิทตมากเกนิพอไม่ไดช้่วยการ
เพิม่ปรมิาณคลอโรฟิลล ์เอ (ภาพที ่2จ) เน่ืองจาก
เซลลจ์ําเป็นต้องใชแ้อซเิทตเป็นสารตวักลางใน
เมแทบอลซิมึทีเ่กีย่วขอ้งกบัการรกัษาสภาพของ
เซลลเ์พื่อใหท้นต่อสภาวะเครยีดจากการขาดไน-
เทรตได ้
 การแสดงออกของยนี phaC ของสไป-
รไูลนา พลาเทนซสิ 
 จากการตรวจสอบการมอียู่ของยนี phaC 
จากดีเอ็นเอของสไปรูไลนา พลาเทนซสิโดยใช้
ไพรเมอร์ที่จําเพาะด้วยเทคนิค Colony PCR พบ
ผลติภณัฑท์ีม่ขีนาด 340 bp (ภาพที ่3) และเมื่อ
นําผลติภณัฑไ์ปวเิคราะหล์ําดบันิวคลโีอไทด ์พบ 
ว่า มลีกัษณะตรงกบัชิ้นส่วนของยนี phaC ของ 
สไปรูไลนา พลาเทนซสิ (data not shown) และ
มีความคล้ายคลึงกบัยีน phaC ในไซยาโนแบค-
ทเีรยีสายพนัธุอ์ื่น (Drosg et al. 2015; Lane and 
Benton, 2015) จากการเลอืกอุณหภูม ิ55oC สาํ-
หรบัใช้ในขัน้ตอน Annealing ของการทาํ RT- 
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(ก) (ข) 
  
(ค) (ง) 
 
(จ) 
ภาพท่ี 2 ปรมิาณคลอโรฟิลล ์เอ ของสไปรไูลนา พลาเทนซสิซึง่มอีายุ 7 วนั (OD~1.0) เพาะเลีย้งต่อ
ในอาหารเหลวชนิดต่าง ๆ เป็นระยะเวลา 5 วนั ไดแ้ก่ (ก) อาหารเลีย้ง Zarrouk  (ข) อาหารเลีย้ง 
Zarrouk ที่ขาดไนเทรต (ZNo) (ค) อาหารเลี้ยง ZNo ที่เติมแอซเิทต ความเขม้ขน้ 0.25% (w/v) 
(ง) 0.5%(w/v) และ (จ) 0.75%(w/v) เครื่องหมายดอกจนั (*) แสดงความแตกต่างอย่างมนียัสาํคญั 
(p < 0.05) (n=3) 
 
PCR เพื่อศกึษาการแสดงออกของยนี phaC ของ 
สไปรูไลนา พลาเทนซสิ ในสภาวะทีเ่ลีย้งในอาหาร
เลี้ยงชนิดต่าง ๆ ได้แก่ อาหารเลี้ยง Zarrouk 
อาหารเลี้ยง Zarrouk ที่ขาดไนเทรต (ZNo) และ
อาหารเลี้ยง ZNo ที่เติมแอซิเทตที่ความเข้มข้น 
0.25%(w/v)  0.5%(w/v) และ 0.75%(w/v) จาก
วารสารหน่วยวจิยัวทิยาศาสตร ์เทคโนโลย ีและสิง่แวดลอ้มเพื่อการเรยีนรู ้ปีที ่8 ฉบบัที ่2 (2560) 
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ผลการทดลองไม่พบการแสดงออกของยนี phaC 
ในอาหารเลีย้ง Zarrouk แต่พบการแสดงออกของ
ยีน phaC ในอาหารเลี้ยง ZNo และอาหารเลี้ยง 
ZNo ทีเ่ตมิแอซเิทต โดยพบว่าในอาหารเลีย้ง ZNo 
ทีเ่ตมิแอซเิทต 0.5%(w/v) เซลลม์กีารแสดงออก
ของยีน phaC มากที่สุด (ภาพที่ 4ก) และการ
แสดงออกเพิ่มขึ้น 5 เท่าอย่างมีนัยสําคญั (p < 
0.05) ทีเ่วลา 6 ชัว่โมง เมื่อเปรยีบเทยีบกบัเซลล ์
ตาราง 2 การเปลีย่นแปลงสขีองของสไปรไูลนา พลาเทนซสิทีเ่ลีย้งในอาหารเหลวชนิดต่าง ๆ 
สภาวะในการเลีย้ง 
ระยะเวลา(วนั) 
1 3 5 
อาหารเลีย้ง Zarrouk 
   
อาหารเลีย้ง Zarrouk 
ทีข่าดไนเทรต (ZNo) 
   
อาหารเลีย้ง ZNo ทีเ่ตมิแอซเิทต 
ความเขม้ขน้ 0.25%(w/v) 
   
อาหารเลีย้ง ZNo ทีเ่ตมิแอซเิทต 
ความเขม้ขน้ 0.5%(w/v) 
   
อาหารเลีย้ง ZNo ทีเ่ตมิแอซเิทต 
ความเขม้ขน้ 0.75%(w/v) 
   
 
 
ภาพท่ี 3 การตรวจสอบยนี phaC ของสไปรไูลนา พลาเทนซสิดว้ยเทคนิค Colony PCR โดยใช ้An-
nealing temperature ตัง้แต่ 53-56°C (n=3) 
 Annealing temperature  
284 bp 
340 bp 
 53oC      54oC      55oC      56oC 
 
 
    phaC 
    16srDNA 
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ทีเ่ลีย้งในอาหารเลีย้ง ZNo ทีไ่ม่เตมิแอซเิทต (ภาพ
ที ่4ข) แสดงใหเ้หน็ว่า การขาดไนเทรตกระตุน้ให้
เซลล์เพิ่มการแสดงออกของยีน phaC และการ
เพิม่แอซเิทตเป็นการเพิม่สารตวักลาง เช่น acetyl-
CoA ซึ่งเป็นสารตัง้ต้นในการสงัเคราะหพ์เีอชเอ
และลพิดิชนิดอื่น (Rehm, 2007) มรีายงานก่อนหน้า
น้ีพบว่าการเตมิแอซเิทตไปสนบัสนุนวฏัจกัรเครบส์
และกระบวนการสงัเคราะห์ไกลโคเจน Khetkorn 
et al. (2016) ยนืยนัผลโดยตดิตามการแสดงออก
ของยนี glgX ซึง่แปลรหสัให ้glycogen debranch-
ing enzyme พบว่า มกีารแสดงออกเพิม่ขึน้จรงิใน
สภาวะทีข่าดไนเทรตและมกีารเตมิแอซเิทตลงใน
อาหารเลีย้ง นอกจากน้ียงัมรีายงานว่า เซลล ์Nostoc 
muscorum ทีเ่ลีย้งในอาหารเลีย้งทีข่าดฟอสฟอรสั
และมกีารเตมิ 0.2% แอซเิทต ภายใตส้ภาวะไม่มี
แสงสว่างสามารถผลติ PHB สงูขึน้ถงึ 35% (Shar-
ma and Mallick, 2005) เมื่อผูว้จิยัตดิตามการแสดง 
ออกของยนี accA ซึง่แปลรหสัใหเ้อนไซม ์acetyl-
coA carboxylase carboxyl transferase ซึ่งเป็น
เอนไซมท์ีเ่กีย่วขอ้งกบัการสงัเคราะหแ์ละสะสมลพิดิ
โดยการสร้าง malonyl-CoA เป็นสารตัง้ต้น ผล
การทดลองพบว่า มกีารแสดงออกของยนี accA 
เพิม่ขึน้เช่นกนัในสภาวะทีข่าดไนเทรตและมกีาร
เพิม่แอซเิทตลงในอาหารเลีย้ง (data not shown) 
แสดงใหเ้หน็ว่า ในสภาวะทีข่าดไนเทรตและมกีาร
เตมิแอซเิทต เซลลจ์ะมกีารแสดงออกของยนี phaC 
และยนีทีเ่กีย่วขอ้งกบัการสงัเคราะหพ์เีอชเอและ
ลพิดิ อย่างไรกต็ามการตรวจวดัปรมิาณพเีอชเอ
ทีส่ะสมภายในเซลลแ์ละการตรวจวดัแอคตวิติขีอง
เอนไซม์ PHA synthase ร่วมกบัการแสดงออก
ของยนีเป็นเรื่องสาํคญัทีช่่วยอธบิายกลไกการทํา 
งานไดค้รบถว้นมากขึน้ 
 
(ก) 
 
(ข) 
ภาพท่ี 4 การตรวจสอบการแสดงออกของยนี phaC 
ของสไปรไูลนา พลาเทนซสิทีเ่ลีย้งในอาหาร
เลีย้งทีแ่ตกต่างกนัทีเ่วลา 6 ชัว่โมงดว้ยเทคนิค 
RT-PCR (n=3) (ก) การแสดงออกของยนี phaC 
ขนาด 340 bp และ 16S rRNA ขนาด 284 bp 
บน 1.2%(w/v) อะกาโรสเจล ตวัอกัษร M แสดง 
แถบ DNA มาตรฐาน (GeneRuler 100 bp 
plus DNA ladder, invitrogen) หมายเลข 1 – 
5 แสดงการแสดงออกของยนีในอาหารเลีย้ง
ทีแ่ตกต่างกนั หมายเลข 1 อาหารเลีย้ง Zarrouk 
หมายเลข 2 อาหารเลีย้ง Zarrouk ทีข่าดไนเทรต 
(ZNo) หมายเลข 3 อาหารลีย้ง ZNo ทีเ่ตมิแอ-
ซเิทต 0.25%(w/v) หมายเลข 4 อาหารเลีย้ง 
ZNo ที่เติมแอซเิทต 0.5%(w/v) และหมายเลข 
5 อาหารเลี้ยง ZNo ที่เติมแอซิเทต 0.75% 
(w/v) (ข) การแสดงออกของยนี phaC ต่อ 16S 
rRNA (Re) เครื่องหมายดอกจนั (*) แสดง
ความแตกต่างอย่างมนียัสาํคญั (p < 0.05) 
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 การผลิตพลาสติกชวีภาพพเีอชเอจาก
การคดักรองจุลนิทรยีห์รอืสรา้งจุลนิทรยีส์ายพนัธุ์
ใหม่ทีม่ศีกัยภาพและสามารถเจรญิไดด้ใีนอาหาร
เพาะเลีย้งทีห่ลากหลายและมรีาคาถูกเป็นการลด
ตน้ทุน โดยพเีอชเอทีส่งัเคราะหข์ึน้ตอ้งไม่มคีวาม
เป็นพิษต่อเซลล์สตัว์ รวมถึงมีสมบตัิและโครง-
สรา้งของพลาสตกิชวีภาพทีใ่กล้เคยีงกบัพลาสติก
สงัเคราะหท์างเคม ี
 
สรปุผล 
 1. ไนเทรตมผีลต่อการเจรญิและปรมิาณ
คลอโรฟิลล ์เอ ในสไปรไูลนา พลาเทนซสิ ซึง่พบ 
ว่าการขาดไนเทรตมผีลทําใหก้ารเจรญิและปรมิาณ
คลอโรฟิลลเ์อลดลงอย่างมนียัสาํคญั 
 2. การเตมิแอซเิทตเพื่อเป็นแหล่งคาร-์
บอนใหเ้ซลล ์ในสภาวะขาดไนเทรตช่วยบรรเทา
ผลกระทบและมสีว่นสนบัสนุนการเจรญิและปรมิาณ
คลอโรฟิลล ์เอ 
 3. ในสภาวะขาดไนเทรตและเตมิ 0.5% 
(w/v) แอซเิทต พบว่า เซลลม์กีารแสดงออกของยนี 
phaC สูงที่สุดอย่างมนีัยสําคญั ที่เวลา 6 ชัว่โมง
ของการปรบัตวั 
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